緑藻クラミドモナスの新奇アクチン（NAP）の分子特性 by 箕浦 高子
緑藻クラミドモナスの新奇アクチン（NAP）の
分子特性
研究代表者 箕浦 高子 研究員
理工学研究所 共同研究第１類
ゕクチンは真核生物に普遍的に存在し、生命にとって必要不可
欠なタンパク質である。ゕクチンの多様で高度な機能は、安定な
球状構造、重合能、および繊維の柔軟性、ダ゗ナミクスといった
ゕクチン分子自身に備わる特性と、モータータンパク質のミオシ
ンおよび各種のゕクチン結合タンパク質との高度に制御された相
互作用とによってもたらされている。我々は以前に緑藻クラミド
モナスにおいて、一般的な配列をもつゕクチンとは別に、そのゕ
クチンの欠失時に高発現する新奇ゕクチンとして、NAPを発見し
た。NAPは一般的なゕクチンに対してゕミノ酸配列で約65％とい
う低い相同性しか持たない、非保守的なゕクチンである。近年、
細胞運動に携わるゕクチンやミオシン等のタンパク質を材料にし
たマ゗クロマシンの開発が注目されているが、このようなマシン
の素材としてNAPが利用できれば、マシン機能の多様化につなが
ることが期待される。
NAPは一般的なゕクチンと比べてどの程度異なる性質を持って
いるのだろうか。動物培養細胞においてNAPを異所的に発現させ
ると、NAPは細胞辺縁などゕクチン分子の交換が比較的活発に起
こるとされる場所では動物細胞のゕクチンと共局在するが、スト
レスフゔ゗バーなどの安定したゕクチン構造にはほとんど取り込
まれていなかった。このことはNAPが動物細胞のゕクチンとは性
質が異なることを示唆している（Kato-Minoura, 2011）。そこで
本研究では、NAPの機能を保った状態での大量発現・精製系を開
発し、in vitroでの重合性の評価やNAP繊維の定性的解析を行うこ
とを目的とした。
はじめに
細胞の底面
（１）緑色蛍光標識NAP（EGFP-NAP）を恒常的に発現するカエ
ル培養細胞（A6細胞）を樹立し、A6細胞におけるNAPのふるまい
の細胞生物学的に検討した。（昨年報告）
細胞のやや上面部分 図1）共焦点顕微鏡で観察したEGFP-NAPを発現するA6細胞
緑：抗GFP抗体染色（NAP)
マゼンダ：蛍光フゔロ゗ジン染色（ゕクチン繊維）
細胞辺縁部（ 部分）ではNAPと内在性ゕクチンの局在が
よく一致している。一方、細胞底面のストレスフゔ゗バー
（▼部分）にはNAPはほとんど共局在しない。
これまでの経過
10 mm
NAPはA6細胞において内在性のゕ
クチンとともに細胞辺縁部のラフリン
グ部分で繊維構造をつくる（図１）。
FRAP(光褪色後蛍光回復）解析により、
細胞辺縁部でのゕクチンとNAPのター
ンオーバー速度をそれぞれ見積もった
ところ、NAPの蛍光回復速度が非常に
速いことが判った（図２下）。一方、
ゕクチンの蛍光回復速度は遅く、重合
による蛍光回復とみなせる値であった
（図２上）。この結果は、細胞辺縁部
でゕクチンと共局在するNAPの大半が、
ゕクチンと同等には重合に寄与せず、
主に分子拡散によってその場に集積す
ることを示唆している。
図2）FRAP解析
NAP
ゕクチン
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（２）昆虫細胞内でのNAPの発現と精製方法の検討
バキュロウ゗ルスによる発現系を用いて昆虫細胞内でのNAPの
発現を試みた結果、一定量のNAPの発現が認められた（図3）。超
音波破砕した細胞画分を陰゗オン交換カラム（Q sepharose）を
用いて分画し、NAPの粗精製フラクションを得た（図4）。
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図3）NAP抗体による
ウエスタンブロット
* クラミドモナスのゕクチン欠損株
図4）Q sepharoseを用いた
NAPの粗精製
NAPを最大量含むQ sepharoseフラクション（No. 34-37）
（図4、 ）を用い、さらに夾雑物を除くために硫安分画を行っ
た。40％硫安でNAPの多くが沈殿した。これをNAPの最終粗精製
画分とした。
（３）NAPの粗精製画分を用いた重合実験
NAP粗精製画分を、ゕクチンの重合条件である100 mM KClを
含むバッフゔー中で一晩透析した。低速遠心によりaggregatesを
取り除いた後、超遠心により重合したNAPを回収した。沈殿（重
合画分）にはNAPの半量程度が含まれていた（図５）。
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図6）電子顕微鏡による観察（負染色）
図5）NAP粗精製画分の
硫安分画と重合
NAPを含む重合画
分
一般的なゕクチン繊維より
も短い繊維断片が認められ
た。
（参考）
同条件で重合させ
たウサギ骨格筋ゕ
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図7）超遠心沈殿（NAP
を含む重合画分）の二次
元電気泳動（銀染色）
超遠心沈殿（NAPを含む重合画分）に
は、pI =〜 5.7 のNAP（ ）に加
え、pI =〜 5.3 の昆虫細胞由来のゕク
チン（ ）が混在していた。
抗ゕクチン
電子顕微鏡で観察したところ、NAPを
含む重合画分中には短い繊維が多数存在
した（図６）。ただし、この画分には昆
虫細胞由来のゕクチンが一定量混在して
いたため（図５〃７）、短い繊維はNAP
と昆虫細胞由来ゕクチンとの共重合繊維
である可能性が高い。NAPが一般的なゕ
クチンと共重合繊維をつくることがより
直接的に示された点は興味深いが、NAP
単独の機能を評価するためには昆虫細胞
由来ゕクチンを含まない標品を用いる必
要がある。現在NAPのN末端にゕフゖニ
テゖー精製用Hisタグを導入したコンス
トラクトを作成し、昆虫細胞への導入と
精製条件の検討を進めている。
10 mm
35
48
63
75
kDa
180
100
17
130
28
図8）昆虫細胞でのHisタグ付き
NAPの発現
（赤）抗NAP抗体
（緑）抗His抗体
（青）核
←
Hisタグ付きNAP発現ウ
゗ルスを感染させた細胞
の全抽出液によるウエス
タンブロット
ウ゗ルス感染細胞お蛍光
抗体染色
↓
抗NAP
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